Ifig. 3. — Caso n, 11 dopo un mese di trattamento con INI.
Notevole riassorbimento dei focolai cascosi; la cavita non
¢ pit visibile,

smatico dei tubercolotici trattati con INI consistono,
cssenzialmente ¢ principalmente, in una mobilizzazione
dei valori pereentuali della. quota albuminiea (verso
I’alto o verso il basso, a scconda dell’esplicarsi o meno
di un cffetto terapeutico) cui fa riscontro uno sposta-
mento (rispettivamente verso il basso o verso alto)
delle quote globuliniche, senza perd che sia possibile
identificare alcuna frazione globulinica che pitt evi-
dentemente ¢ piti costantemente delle altre assuma in
questo. senso una particolare importanza. A questo
proposito dobbiamo anche tencr presente la partico-
lare «fisionomia » della nostra casistica, formata da
pazienti a quadro disprotidemico complesso per la
contemporanca presenza di componenti essudative e
di componenti fibro-produttive nel quadro clinico ge-
nerale. Con questa riserva, che pud aver contribuito
a renderc malagevole Vesatta definizione del compor-
tamento delle singole frazioni proteiche, ¢ laseiando
impregiudicata la questione di guanto neclle variazioni
dello spettro proteico possa essere ricondotto solo in
via sccondaria alla terapia (migliorate condizioni ge-
nerali e di nutrizione, cce.), abbiamo ritenuto pit inte-
ressante, nei confronti di una analisi minuta delle sin-
gole frazioni, procedere alla interpretazione dej nostri
risultati mediante lo studio del rapporto A/G ¢ degli
indiei di labilitd ¢ di attivita.

Rapporto albumina/globuline (A/G). Indice di atéi-
vitd (A/Prot. tot.). Indice di labilita (G/Prot. tot.).
— Il quoziente A/G, gencralmente inferiore all’unitd
prima del trattamento, si ¢ mantenuto invariato anche
dopo in un buon numero di casi (n. 1, 2, 4, 7, 16, 18);
in 4 casi (n. 6, 9, 10, 17) si & assistito ad un netto
¢ progressivo aumento di tale quoziente, mentre tale
aumento ¢ stato meno marcato in altri 5 casi (n. 3, 5,
13, 14, 19). In 2 casi (n, 11 ¢ 12) si rileva, dopo un
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g, 4. — TIn contronto alla fig. 2 & cvidente Paumento
dell’albumina con diminuzione delle alfa-globuline.

mese di cura, un disereto aumento del Q. ., che torng
perd a diminuire nel successivo eontrollo, Infine, in
altri 2 casi (n. 8 ¢ 15) si ¢ verificata una netta dimid
nuzione del rapporto A/Q.

Concordano con le variazioni del Q. . anche quella
dei rapporti A/Prot. tot. ¢ (I/Prot. tot., i quali mod
strano naturalmente fra di loro un ecomportamento
mverso (Paumento dell’indice di attivitd si aceomd
pagna alla diminuzione di quello di labilitd, ¢ viee-
versa). Nei easi in eui non si sono avute modifieazioni
la costanza di questi indiel ¢ veramente signifieatival
¢ costituisce una controprova della csattesza del med
todo.

Dove inveee le variazioni sono state pitt sensibili]
possiamo dire che esse hanng mostrato una notevole]
concordanza con i rilievi elinici. Infatti i casi n. 6, 9,
10, 17 nei guali Paumento del quoziente A/G ¢ del-
'indiee di attivitd, con relativa diminuzione dell’indiece
di labilita, sono stati piti netti, hanno dimostrato anche
dal lato eclinico il maggior bencficio non solo sulle
condizioni soggettive ¢ generali, ma anche sul repertol
radiologico. Analoghe considerazioni valgono per i casi
in cuj le suddette variazioni sono state meno spiceate
ed anche il miglioramento clinico pitt modesto, Al
contrario nel caso n. 15 la diminuzione del rapporto
A/G ¢ dell’indice di attivitd, con aumento dell’indice
di labilitd, ha ecoinciso con un netto peggioramento
dell’ammalato che ¢ sucecssivamente venuto a morte.
Mecno cvidente ¢ stato inveee il peggioramento nel
caso n. 8, che si riferisce pero ad un malato dimesso
anzitempo dictro sua insistenza ¢ di cuil ei manecano
ulteriori notizie. Degni di nota infine i casi n., (1 ¢ 12
nei quali ¢1 ¢ avuto dapprima un aumento del rap-}
porto A/G cd in seguito una nuova diminuzione. Nel
primo di questi casi (vedi figure) si ¢ potuto assistere
dapprima all’clisione pressochd totale di una ampia
caverna apieale, mentre in un seeondo tempo la cavitd
¢ ritornata bene cvidente, tanto da richiedere Distitu-
zione del pneumotorace.

Riassumendo, possiamo coneludere che, per cffctto
del trattamento eon INI, Pesame del quadro proteico
ha messo in evidenza, alineno in un certo numero di
pazienti della nostra casistica, variazioni che, pur cs-
sendo di modesta entitd, ei sembrano tuttavia assai
significative. Mentre il ecomportamento della proti-
demia totale non consente di trarre deduzioni di or-
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dine prognostico, le variazioni delle quote albuminiche
¢ ¢lobuliniche, chiaramente espresse dalle modifica-

]
|
i
i.
i

zioni del rapporto A/G ¢ deghi indiei di attivitd ¢ di .

iabilitda dimostrano una notevole eorrelazione con 'an-
damento clinico della malattia: tale corrclazione ¢
cspressa dall’aumento dell’albumina con diminuzione
delle globuline nel casi a decorso favorevole, mentre
il comportamento inverso si ha in caso di peggiora-
mento. Queste eonclusioni concordano con quelle che
«i possono ricavare dalla letteratura sul comporta-
mento della protidemia nei tubereolotiei trattati con
altri chemioterapiei ed antibiotiei, ai quali 'INT non
sembra essere inferiore anche sotto questo punto di
vista,

Durante le remore di stampa della presente nota ¢
apparso, sullo stesso argomento, un lavoro di (1. Mul-
tari (« Progr. Med. », 8, 653, 1952). Usundo il metodo
della precipitazione frazionata sce. [Towe per la deter-
minazione del quadro proteico plasmatico nei tuber-
colotici eurati con INI, A, giunge a conclusioni che
non diversificano sostanzialmente dalle nostre per
quanto riguarda il ecomportamento delle varic frazioni
proteiche dopo 1 ¢ 2 mesi di terapia. Interessante il
rilievo, notevolmente frequente, di una diminuzione
dell’albumina con parallelo aumento delle globuline nei
primi giorni di trattamento: I’A. interpreta il feno-
meno come legato ad una erisi del guadro proteico
plasmatico, di natura probabilmente tossica, che I'INI
determinerebbe nella the, polmonare.

BIBLIOGRAFIA

« Die Bluteiweisskdrper des Men-

1) Wuhrmann ¢ Wunderly:
1952 « Schweiz, Med.

schen», Iid. Benno Schwabe, Bascl,
Wseh. », 75, 118, 1945,
) Masson: « Rev. de la tub.,», 7, 828, 1931,
3) T.evi, Valenei ¢ Gille: « Rev.. de ln tub. », 2, 19, 1936,
) Molnar: « Beitr, z. Klin, Tbk, », 89, 83, 1937.
5) Anzalone: « Riv, Pat. Clin. The. », 1'3 169 1939.
6) Seibert ¢ Nelson: « Am. Rev, of "Tubere. », 47, 66, 1943.
7) Babolini: « Ann, TForlanini», 5, 85, 1941,
8) Scoz e Guzzi: « Boll, Ist. Principe di Picmonte», 2, 3/4,
1945.
9) Gohr ¢ Klement: «Beitr. z. Klin., T'bk. », 1951,
.10) Monaldi: « Ann, Forlanini», 2, 39, 1937,
11) Cocozza: « La Pcdiatria », 56, 475, 1948,
12) Nobile: « Riv, Pat, Clin. The. », 24 265, 1951,
Lenei: « Riv, Pat. Clin. The.», 9, 322, 1937,
14) Anzalone: « Riv. Pat. Clin, The. », 12, 545, 1938.
15) Gugliclmetti ¢ Babolini: « Clin, Med. Tt.», 69, 495, 1938,
16) Dufourt, Paillot, Brion ¢ Battandier: « Compt. Rend, Soc.
de Biol, », 138, 562, 1944,
17) Beibert o Pfaff: « Arvchi, Biochen. », 18, 279, 1948,
18) Utrilla: « Laboratorii », 6/31, 1/9, 1 048,
19) Wuhrmann, Wunderly ¢ "De Nicola: « Rec. Progr.
8, 4, 50,
20) D]ehdbvrgm ¢ MeCluskly: cit, da I’oll
21) Poli: « Fisiopatologia ¢ clinica ‘del protidoplasma », Tid. Del-
fino, Milano, 1951,
22) Cugudda ¢ Pitzus:
23) Boselli: «Rass, Clin,
24) Soragni ¢ Cottafavi:

104, 455,

in Mecd. »,

« Arel, di Tisiol.», VII, 213, 1952,
Scient. », 25, 338 1919
« Acta Pacdiatr, Tatina », 2, 126,

25) Toscano ¢ Andreoni: « Min, Med. », 40, IT, 146, 1949,

26) De Sario e Nicola: « Min, Ped. », 4, 225, 1952,

27) Pafumi ¢ Pustorino: « Riv. Ped, Smi]iana », 7, 39, 1952,

28) Ilcilmeyer: « Diselhr, Med., Wsehr, », 161, 1949,

29) Jahnke ¢ Scholtan: Relaz, al (Jongn\q%o “dellAss.  Reno-
Wostfaliea di Medie, interna, Bonn, 25 maggio 1949,

30) Focarelli: « Rass. di Dat. (1011’%1)[) Resp. », 2, 39, 1952,

31) Robituck ¢ Selikoff: « Am, Rev. of Tubere, », 6.3 402, 1952,

32) Carpi: « Atti della Soe, Lomb. di Se, Med. ¢ Biol. », 7,
23, 1952,

33) Mariani ¢ Cattanco: « Min, Med, », 43, 1131, 1952,

34) Sada: << Atti della Soe. Lomb, di Se. Med. ¢ Biol. >, 7,
123,
35) Sada: « Gwrn 1t, di Tisiol », 6, 133, 1952,

36) Sada:

« Min, Mod. », in corso di pubhhcanone
37) Caspani:

« Arch. Sc, Med. », 94, 3,

- Tsututo « Carlo Iirba » per Ricerche Terapeutiche

Laboratorio di Microbiologia

Sull’associazione
fre. idrazide isonicotinica e streptomicina

Prove in vitro
Grovaxxt Crrionrri

Nel trattamento delle malattie infettive con che-
mioterapiei ed antibiotiei, uno dei problemi pitt pre-
oceupanti ¢ rappresentato dalla insorgenza di varianti
batteriche resistenti.

I fenomeno ¢ particolarmente aceentuato nella
terapia antitubereolare, sia per il tipo di trattamento
molto prolungato che per la spiccata facility con cui
si generano delle varianti a resistenza molto marcata
¢ molto stabile alla streptomiecina. P’er quanto ri-
guarda lidrazide dcll’acido isonieotinico, le espe-
rienze compiute nel nostro Laboratorio indieano un
tipo di resistenza mnotevolmente diverso da quello
della streptomieina soprattutto perehé molto meno
stabile ¢ ad insorgenza molto irregolare *).

(C‘fomunque Uinsorgenza i tale resistenza & stata
dimostrata in vitro ¢ sono pure stati isolati dei eeppi
resistenti in pazienti sotto trattamento, eome pure dei
ceppi dotati di resistenza spontanea 1-2-3-4-5-6,

Per ecreare di far fronte al problema della resi-
stenza, in questi ultimi anni ¢ stata studiata ’asso-
ciazione della streptomicina con altri farmaci, e, per
il PAS, si ¢ parlato di una azione di ritardo, nell’in-
sorgenza della resistenza alla streptomicina 7. Prece-
dentemente per il M. ranac tale fenomeno cra stato
osservato anche con il sulfatiazolo ®, Era quindi logico
provarc anche 'associazione fra streptomicina ¢ idra-
zide isonicotinica, essendo molto probabile una loro
azione sinergiea. Dato poi che 'attivitd dell’idrazide
¢ molto pitt elevata di quella di tutti gli altri farmaci
finora associati alla streptomicina, si poteva anche
pensare ad maggiore efficacia nell’inibire 'insorgenza
divarianti resistenti alla streptomicina.

(iia da qualehe parte ¢ stato segnalato il buon esito
dell’associazione dal punto di vista del sinergismo *©
ed ¢ stata pure prospettata la possibilitd, sopra ae-
ccunata, di una inibizione di una sclezione di varianti
resistenti 210,

Scopo
studiare

1) la portata della azione di potenziamento;

2) Tinfluenza sulla insorgenza di ceppi resistenti;

3) la sensibilitd crociata di eventuali eeppi
resistenti.

~

del presente lavoro ¢ quindi quello di

Parte sperimentale. — 1.0 studio & stato condotto
in parte sui ceppi LI3TRv scnsibile ¢ II37TRv4 resi-
stente alla streptomicina, coltivati in terreno di
Youmans scmplice; nella massima parte perd esse
song state cseguite col ceppo ATCC 607 in terreno
di Youmans addizionato eon 'L */,, di Tween 80, Tale
ceppo, a crescita rapida, dimostra una buona sen-
sibilita alla idrazide isonicotinieca ed & usato eon
ottimi risultati nel nostro laboratorio per il dosaggio
biologico di essa -2, T/aggiunta di Tween deter-

*) Risultati non pubblicati.
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minando una crescita diffusa, permette di seguire

turbidimetricamente lo sviluppo dei germi e di valu-
tarlo quindi quantitativamente.

Per l'associazione venne usata diidrostreptomicina
solfato (Pfeizer) e idrazide isonicotinica purissima (Ti-
bazide Erba). L’esperimento venne condotto secondo lo
schema seguente : o

Vennero preparate quattro serie di provette con-
tenenti diluizioni scalari di diidrostreptomicina da
100 a 0,1 y/ce. (come base). A ciascuna di queste serie
venne poi aggiunta una soluzione di idrazide in modo
da avere una concentrazione finale nelle varie serie
rispettivamente di 0,25-0,5-0,1 e 2,0 y/ce. Contempo-
raneamente vennero allestite delle altre serie contenenti
streptomicina ‘e idrazide isolatamente neclle stesse con-
centrazioni e dei controlli senza tubercolostatici. Tutte
le varie provette vennero seminate con 0,01 cc., per
ce: di liguido culturale, di una sospensione di ATCC
607 di 24 ore diluita in modo da avere un contenuto
di 1 mgr. di germi per ce. determinato in base alla
densitd ottica a 650 my, allo spettro-fotometro di
.Coleman, con provette aventi 11'mm. di diametro.

Al terzo giorng venivano misurate le densitd ottiche
dei liquidi delle provette in cui si aveva avuto cre-
scita. La provetta di ciaseun gruppo con 'la con-
centrazione pill alta in idrazide o in streptomicina
o nei due farmaci associati, compatibilmente con una
densita ottica adatta, veniva usata per la semina
| del nuovo gruppo di provette corrispondente.
Vennero cosi eseguiti sette passaggi. -

Le tabelle e i grafici illustrano sia leffetto della
associazione sul potenziamento dei singoli farmaci sia
Je modificazioni ottenute nella resistenza del germe
dopo” tali passaggi in confronto con ‘il eeppo di
partenza.

TaBELLA I,
Diidro- . Idrazide Diidrostrepto -+ Idrazide
streptomicina 8 b [ d
I 1,56 3,12 0,4: '0,4 ) 0,2 0,2
VIT 2000 12,5 156 1,0 08 04

Ceppo 607 - Minime coneentrazioni in y/ce. inibenti total-
mente lo sviluppo del germe,

I Ceppo di portenza - VII -al settimo passaggio - Per YVas-
sociazione i dati si riferiscono alla diidrostreptomicina, Le let-
tere a, b, e, d, indicano le concentrazioni di idrazide e cio¢
0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 v/ce. v

Per i ceppi H3TRv resistente ¢ non resistente alla
diidrostreptomicina venne studiato solo: I’effetto della
associazione sul sinergismo e non sull’instaurarsi della
resistenza.

La prova venne eseguita in terreno di Youmans
senza Tween, l'inociilo venne fatto con le stesse mo-
dalita come per il eceppo 607 e la lettura eseguita dopo
14 e 21 giorni.

TaBervna II.
Diidrostreptomicina
Diidrostreptomicina Idrazide -} Idrazide
a b ¢
1,0 0,03 0,4 0,3 0,2

Ceppo H 37 Rv - Concentrazioni minime, inibenti completa-
mente lo sviluppo, in y/ce. Per 1’associazione i dati riportati
si riferiscono alla’ concentrazione -di diidrostreptomieina, Le
lettere a, b, ¢, indicano le concentrazioni in idrazide e eiod
rispettivamente 0,0019,- 0,0038, 0,0076 y/cc.

Sia il ceppo 607 reso resistente alla diidrostrep-
tomicina che il ceppo H3TRv4, gia resistente, vennero
saggiati con la idrazide e eon 1'associazione dei due
farmaci. Si & cosl potuto esservare che essi sono pitt
sensibili alla idrazide che non il eeppo. originario; ¢id
¢ particolarmente evidente col ceppo 607. Perd nella
associazione, ’azione risentita dal germe & unicamente
quella della idrazide (fig. 5). ‘

05

04 |

03]

02 |

4

01

DENSITA OTTICA

5/cc.'5

Fig. 1. - Curve di crescita del M. tuberculosis ATCC 607
in presenza di concentrazioni crescenti di .diidrostrep-
tomicina () e di idrazide isonicotinies (A) all’inizio
dell’esperimento, Sulle ascisse sono riportate le conecen-
trazioni dei due farmaci in y/ce. ¢ sulle ordinate i valori
“turbidimetriei della crescita

Discussione. — Una analisi dei risultati permette di
rilevare anzitutto un potenziamento netto, come ri-
sultato della unione dei due farmaci. Infatti inibizione
completa del ceppo 607 che richiede :(tab. I), usando i
due prodotti separatamente, y 1,56 per ce. di diidro-
streptomicina e y 3,12 di idrazide, pud essere gia otte-
nuta con 0,4 y/ce. della prima e 0,25 v/ce. della seconda
0 0,2 y/ce. e 1 y/ce. Per il ceppo H3TRv il fenomeno
¢ ancora pilt evidente. Bastano infatti 0,0019 y/ce.
di idrazide per portare da 1 a 0,4 y/ce. la quantitd di

(diidrostreptomicina richiesta per avere l’inibizione

completa. _

I grafici 1 e 3 permettono di apprezzare il fenomeno
meglio che non il solo dato della inibizione totale.
Essi infatti mettono in evidenza variazioni della cre-
scita gid per concentrazioni subinibenti, che sono un
indice pitt sensibile della diversa influenza delle
varie dosi.

11 secondo fenomeno, che si rileva con ancor mag-
giore evidenza, ¢ quello della inibizione dell’insor-
genza di varianti resistenti sia all’'uno che all’altro
farmaco usati insieme, mentre con lo stesso numero di
passaggi si ottiene una varlante resistente a pid di
2000 y/ce. di diidrostreptomicina e a pitt di 6 y/cec.
di idrazide. Come si era rilevato all’inizio, l'in-
staurarsi della resistenza all’idrazide, con il ceppo
607, ¢ abbastanza lenta e inoltre, durante i vari
passaggi, si sono notate frequenti oscillazioni di
sensibilitd. La resistenza non & mai apparsa, nel corso
di queste esperienze, superiore a quella indicata. Un
confronto fra le fig. 3 e 4, permette di rilevare un
certo aumento di resistenza ma di grado molto lieve
anche in presenza d’idrazide.
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Fig. 2.

Fig. 2. - Curve di erescita del M. tuberculosis ATCC 607 in prpsenza di concentrazioni crescenti di diidrostreptomi-
cina () e di idrazide isonicotinica (A) al settimo passaggio, La geala superiore delle ascisse (Idr.) & quella dell’idrazide,
Dinfariore (Ds) quella: della diidrostreptomieina. — Fig. 3. -
tinica. Valori al principio dell’esperimento. Sulle agcisse sono ripottate le concentrazioni di diidrostreptomicina in y/ce.
Le earve a, b, ¢, d corrispondono alle diverse concentrazioni di idrazide presenti nel terreno di cultura e precisamente

a = 0,25, b =050, ¢ =10, d =2 )

rg. 8.

Associazione fra diidrostreptomicina e idrazide isonico-

v di idrazide per cc.

_DENSITA  OTTICA

e

Fig. 4.

Fiz. 4. - Associazione fra diidrostreptomicina e idrazide isonicotinica, Valori al settimo passaggio. Sulle ascisse sono
riortate le concentrazioni di diidrostreptomicina in y/ce. Le
trazioni di idrazide presenti nel terreno di cultura e precisamente
per ce. — Fig, 5. - Differenza di resistenza alla idrazide del ecéppo ATCC 607 diidrostreptomicino sensibile (A) e di-
idrostreptomicino resistente () da questo derivato. L’andamen
in presenza di concenfrazioni crescenti di idrazide, non @& inifusnzato dalla presenza di dirdrostreptomicina (25 y/ce.) ((J).

Comunque, le modificazioni che si riscontrano nel
ceppo traftato con ambedue i farmaci contempo-
ranezmente, dopo sette passaggi, sono assolutamente
trasearabili, qualora .vengano confrontste con quelle
che i osservano quando lo stesso ceppo sia stato

trattato, per lo stesso numero di passaggi, con gli-

stessi farmaei separatamente (fig. 1 e 2). Cid vale in
modc particolare per la .diidrostreptomicina.
Coatrariamente a quanto avviene per 1 ceppi sen-
~ sibili, P’associazione non dimostra alean effetto s
- “guelli resistenti alla: diidrostreptomicira. Tale tefio?
meno si & potuto mettere in evidenza sia col ceppo
607.che con I'II37Rv4. Con tali ceppi l'inibizione piu
o meno accentuata della crescita & in funzione pura-

| ddsi subinibenti di un ceppo diidrostreptomicino-resi-
| sténte, induca un ritorno della sensibilitd alla diidro-

kg, o,

turve a, b, ¢, d, corrispondono alle diverse concen-
a = 0,25, b = 050, ¢ = 1,0, d = 2 v di idrazide

o della crescita del ceppo diidrostreptomicino resistente

mente della concentrazione di idrazide presente, e
noh viene assolutamente influenzata variando la con-
centrazione di diidrostreptomicina (fig. 5). :

0 studio del comportamento dei ceppi resistenti
allly diidrostreptomicina in eonfronto con.quelli ori-
ginali permette di mettere in evidenza oltre alla gia

sensibilita alla idrazide. ,

Tale ma‘ggioin‘e,agspns‘ibilit& alla idrazide di ceppi
Tesistenti alladiidrostreptomicina in confronto a
quelli ad essa sensibili, porta ad ammettere la possi-
hilitda che un trattamento ripetuto con idrazide a

5]
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streptomicina, favorendo la selezione di eventuali
mutamenti retrocessivi. Tale possibilitd non & stata
perd finora controllata sperimentalmente.

Conclusioni. — In base alle esperienze soprade-
scritte si possono trarre le seguenti conclusioni:
1) Si osserva in vitro sia sul ceppo 607 che
‘H37Rv un potenziamento fra l’azione della diidro-
streptomlcma e quella della idrazide isonicotinica.

" 2) L’associazione ostacola la formanone di va-
rianti resistenti.

3) I ceppi resistenti allw dlldrostxeptomlcma
non traggono alcun beneficio dalla associazione.

4) Tali ceppi sono perd pilt sensibili
idrazide, ' :

Tali coneclusioni sono valide 'attualmente solo per
quanto mguarda le prove in vitro. Esse possono tut-
tavia suggerire Vopportunitd di una associazione dei
due farmaei nell’uso clinico soprattutio allo scopo
di prevenire I'insorgenza di varianti resistenti.

‘Merita ulteriore approfondimento la questione sc
il trattamento con idrazide di ceppi resistenti alla
‘diidrostreptomicina possa determinare, favorendo una
mutazione retrograda, la ricomparsa della sensibilita
‘a tale farmaco,

Ringrazio vivamente la Sig.na Emma Berti ed il
Sig. Franco Borghi per la loro attiva ed efficace
collaborazione,
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“Sull’associazione
fra idrazide isonicotinica e streptomicina

Osservazioni farmacologiche

GiovanNi CERIOTTI

Introduzione. — In una precedente nota si ¢ messo

. in evidenza leffetto sinergico in vitro, fra idrazide

isonicotinica e diidrostreptomicina. In fali ricerche
era stata evitata Passociazione fra idrazide e strepto-
micina perchd, data la reattivitd della str eptomlcnn
con reattivi de1 gruppi carboniliei, era gid possibile
a priori sospettare la possibilitd della formazione di
compostl con attivita ridotta e qumdl una .diminu-
zione della efficacia della associazione.
Successivamente, perd, si ¢ ritenuto opportuno di
sottoporre questa ipotesi al controllo sperlmentale,
soprattutto in considerazione del fatto, che in alcuni

“casi, quali ad esempio il trattamento della meningite

tubercolaxe la, streptomicina viene prefemta alla
dndlostreptomlema

Si ¢ quindi proeeduto a tre diversi gruppi di
espemmentl e ciot:

1) Prova della tossicita della streptomicma della
diidrostreptomicina e delle loro associazioni con
idrazide.

2) Prova della attivita in vitro della btrepto-
micina e della diidrostreptomicina e della loro asso-
clazione con idrazide, su un germe insensibile alla
idrazide.

3) Analisi cromatografica dell’associazione.

Parte sperimentale.

1) Prove di tossicitd. — Vennero usati topi albini
del peso medio di 20 g. = 1,5 g. La DL, fu deter-
minata per iniezione endovenosa rapida delle solu-
zioni a varie eoneentrazioni, nel volume costante di

0,5 ce. di soluzione fisiologica.

Venne usata,
menti,

come in tutti gli altri esperi-
str eptomlclna solfato ‘Schenley e diidro-

‘streptomicina solfato Pfeizer ¢ idrazide Erba (Ti-
bazide),

La concentrazione venne ealeolata come base (1,26

" mgr. di solfato corrisponde a’ 1,0 mgr. di basc) ¢ la

mescolanza fu sempre eseguita nel rapporto di tre
parti di antibiotico per una di idrazide.

Tutte le soluzioni vennero eseguite in soluzione
fisiologiea per diluizione sempre dalle stesse soluzioni
madre contenenti la- mescolanza o gli antibiotici
isolati.

Si- nsarono in totale 200. topi. Le DL;, vennero
determinate con metodo grafico sulle carte di pro-
babilita di Prigge e Schiffer. I risultati di queste
prove, esposti nella tabella, dimostrano che non vi
& alcuna modificazione della DLs, della diidro-
streptomicina per aggiunta dell’idrazide, mentre l'ag-
giunta dell’idrazide alla streptomicina Dl ovoca un
aumento netto d1 tossicita.

- Strepto.  Strepto. +  Diidvo- Diidrostrepto
idrazide strepto —+ idrazide
DLy, mgr/Kg. 1075 77,5 1875 ~ 1800
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2) Attivita in m’tro — Venne usato un metodo
su piatta per il dosagglo della streptomicina, che &
stato adottato nel nostro laboratorio anche per il do-
saggio della dndrostleptomlema

Tale metodo, basato sulla misura del diametro degli
aloni di inibizione alle varie concentrazioni in anti-
biotico permette delle valutazioni molso accurate. In
esso si utilizza, come germe test, il B,
ATCC 6633.

i

Tale germe, molto sensibile alla streptomlcma ¢

N

ancora di pit alla dudro ¢ insensibile alla idrazide
anche in forti coneentrazmm B’ possibile in tal modo
valutare isolatamente ’azione dei due antibiotici e
rilevare le perdlte di attivitd senza che eventuali
fenomeni di sinergismo con la idrazids possano alte-
rare i risultati.

In. queste esperleme per poter Hcttele in evi-
~denza pil nettamente il fenomeno, la quantitd di
~ idrazide presente ¢ stata aumentata in confronto alla
prova di tossm]ta infatti il rapporto fra ant1b10t1c1
¢ idrazide & stato portato da 2 a 1. 1

Le diluizioni furono praticate in modo da, arrivare
ai valori di concentrazione ottimale per laZIOne degli
antibiotici in prova e cio¢ a 1vy/ce. per la streptomi-
cina e a 0,4 y/cc. per la diidrostreptomicina.

Lé¢ soluzioni concentrate vennero esoguite in solu-
zione fisiologica, come per la prova di tessieitd, mentre
per le diluizioni ulteriori si feece ricorso a tampone a
pIl 3, come & indicato nel metodo di dosaggio.

I pozzetti contenenti la mescolanza venivano alter- |

nati con pozzetti contenentl Pantibiotico alla’ stessa
conc3ntrazione. :
. I risultati ottenuti in questa esperler za hanno con-
fermato lipotesi avanzata all’inizio.

Infatti 1’azione della streptomicina & dmunulta del

30 % mentre quella della diidrostreptomicina & rima- ,,

sta inalterata.

3) C‘romatografw su carta. — Le prove biologiche
sopri riportate indueono a pensare alla formazione
di un eomposto tossieo e di attivita ridotta fra strepto-
micing e idrazide isonicotinica quando queste due
sostanze siano mescolate fra di loro in acqua.

Tale composto &, presumibilmente, un idrazone che
si forma per reazione del gruppo idrazidico dell’idra-
zide isonicotinica col gruppo carbonilico della strepto-
micina; esso non si ha infatti con la diidrostrepto-
micina in cui il gruppo carbonilico & assente,

Per evidenziare la. formazione di tals composto in
un caso e la sua assenza nell’altro, si & ricorso alla
cromatografia su ecarta.

A ‘tale secopo si & usato, con lievi modifiche, un
metodo messo a punto, nei nostri laboratori dal
Dott. De Franceschi, per lo studio eromatografico
della idrazide e dei snoi derivati.

In questo metodo, descritto altrove?, il solvente &
rapprresentato dall’alcool isoamilico contenente '1,5 %
di acido acetico. Nelle presentl esperienze, al solvente
dopo: saturazione eon acqua, & stato aggiunto alcool
etilieo nella proporzione del 40 %.

La prova fu eseguita su una soluzione acquosa
contenente 1000 y di streptomicina o, rispettivamente,
di di‘drostreptomicing e 500 y di 1dra21:le per cc., Le
soluzioni vennero lasclate a temperatura ambiente
per due ore; qumd1 0,04 cc. di ognuna delle due

subtilis

luzioni vennero cromatogravfati,paralellamente ad una
gual quantita di una soluzione di idrazide alla stessa
oncentrazione. Sia con la osservazione nell’ultravio-
Ietto che dopo reazione col bromuro di clanogeno sié
otuto osservaré che, per la soluzione in euj'si ha
resenza di streptomlcmd l'idrazide .appare come
na macchia ben distinta avente il suo R ecaratteri-
gtico, perd d’intensitd pit debole che nel controllo.
noltre nel punto di applicazione -del liquide appare
jna macchia ben visibile nell’ultravmletto che da la
azione del bromuro di cianogeno e che manca nel
controllo con idrazide pilt diidrostreptomicina. Si ha
cloé la separazione netta cell’idrazone formatosi per la
rpazione fra streptomicina e idrazide.
Oltre che mediante la osservazione nell’ultravioletto
¢/ la reazione al bromuro di cianogeno, le croma-
tografie vennero studiate anche mediante sviluppo su
iatta’di agar germl usando a tale SCOPO il eeppo 607.
In tal modo & possibile apprezzare in modo semi-
antitativo le eventuali perdite di attivitd dell’l-
drazide oltre che quelle della streptomicina.
Per quest’ultima si & confermato il ‘dato gia ot-
tenuto sul subtilis, e si & effettivamente constatata
anche la dlmlnuzmne di attivith dell’idrazide.
Nonostante la perdita di attivitd sia della strepto-
mlicina che della tibazide; ’azione sinergica permane.
Essa & stata provata nello stesso modo di quella
della diidrostreptomicina con l’idrazide 2 e le diffe-
nze con quest ‘ultimo tipo di a;soelazlone non r1-

C‘lo dipende dal fatto che rimangono.sempre hbere
Q) antlta tah dei due prodotti per cu1 la loro azione

cora libero il 70 % della stzep1om1una e 11 86%
d1 idrazide.

Conclusioni. — L’associazione fra Didrazide isoni-
cdtinica e la’ streptomicina offre indubbiamente dei
v4ntaggi per quanto riguarda il potenz1amento della
attivita dei singoli farmaci e I'ostacolo alla i msorgenaa
di ceppi resistenti.

E’ necessario tuttavia irichiamare ldttenzmne sul
fatto che sia dal' punto dj vista tossmologlco che da
quello dell’attivita 1’associazione & molto pill vantag-
gipsa qualora essa invece che fra idrazide e strepto-
mjcina semplice, venga fatta fra l'idrazide e la dndro-
streptomicina.

In questo caso infatti non esiste la possibilitd della
formazione di quei composti inattivi e tossici la eui
comparsa & stata qui documentata per quanto 1'1guarda
la streptomlclna e che si formano presumibilmente
per reazione fra il gruppo carbonilico della streptoml-
cina e il gruppo idrazidico.

Indubbiamente non tutta lidrazide si lega perche
altrimenti scomparirebbe ’azione 91nerglca ma si crea
prpbabilmente un equilibrio tra i vari componenti ehe
permette ancora lo svolgersi di tale azione.
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6. "Argentine fuel oll requirement, which drew no bids yesterday
in New York, reportedly attracted bids, in Buenos Aires, from
three other major world marketers. These bids, according to
trade advices, were 'low OILGRAM, date of lifting' at Caribbean
plents, with one limlted to a'bout four T2 lots, and others for

entire 1,755,000-bbl quentity.”
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